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 論文内容の要旨
 根粒菌は宿主植物に根粒を形成し共生窒素固定を行う土壌細菌である。ダイズ根粒菌㌫ady的な。わ1αm
 /aρoη1cμmが属する8`aσγrわ'zoわ姶σeae科には光合成細菌、農薬・芳香族化合物分解細菌、亜硝酸酸化細菌など
 多様な性質を持つ環境細菌が見いだされている。8.ノaρoη10σmUSDA¶o株のゲノムは、ゲノムシーケンス解読が
 完了している細菌としては3番蟹の大きさで、α一Proteobacteriaとしては最大の9.窪Mbの環状レプリコン1本で構
 成されており、共生窒素固定遺伝子は外来性の共生アイランド(0.6Mb)上に存在している。他の細菌ゲノムと比較し
 て、USDA110株ゲノムには、極めて多数の分解遺伝子・ABCトランスポーター呼吸鎖・転写因子の多重遺伝子コピ
 ー が存在し、それらの機能や意義については不明である。
 本研究では、土壌中に豊富に存在する難分解性高分子化合物リグニンの構成単位である芳香族化合物の分解代
 謝および分解遺伝子に着目し、84aρoη1cαmUSD痴旬株のゲノムの複雑性と生態機能の解明を試みた。a
 /aρoηノ。αmUSDA省0株は、寒天培地上で芳香族化合物に依存した増殖や混合栄養条件での芳香族化合物分解
 については報告されている。しかし、最小液体培地における芳香族化合物を唯一の基質とした増殖は解析されてお
 らず、芳香族化合物の濃度依存的な増殖、分解代謝経路、分解遺伝子の発現調節機構も明らかにされていない。そ
 こで、本研究では、8Jaρoη1σαmUSDA質0の芳香族化合物の資化における至適濃度の検討、ゲノムデータベース
 解析による代謝経路の推定、アレイ解析による網羅的な発現解析、分解遺伝欠失株の解析によって、芳香族化合物
 の分解代謝経路、分解遺伝子、応答機構の解明を行った。
 Lo910CFU/雌
 第一章では、種々の芳香族化合物の資化能
 と塔殖に至適な濃度の検討を行った。最初に、
 最小液体培地(DM培地)に
 4-Hydroxybenzoa毛e、Protoca{echuate、
 Benzoate、Catechol、
 Homoprotoca竜echロate、Hor毅ogen毛isate、
 Vanillin、Va酬ate、ドerulateを添加し、増殖の
 測定を行った。その結果、DM培地の着色や
 沈殿の生成がなく、唯一の炭素源として増殖
 44峠ydroxybenzoate
 Protocatec舞uate
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 図1,1mMの芳香族化合物を添撫したDM培地で培養・した際の8.∫aβoη∫σuπ1USDA“Oの
 CFUの灘定.HM培地で前結養し[)M培地で洗浄したa∫aρo',1σ〃mUSDA質0の網胞を、各
 培地1こ接種し、30℃で72鋳間培養し、CFUを潰1定した。解析1こ爾いた主要なイヒ合物につ
 いては赤で示した。
 可能な濃度として1mMの芳香族化合物添加が最適であった。濁度(増殖)測定を行うA66Gの吸収がなく、細胞の濁
 度の増加、全菌数、生菌数(C評U,CoionyForm齢gUnit)の増加が見られた化合物はVaniliin、Vanil賊e、
 4-Hydroxybenzoate、Protocatechuaねの4種であった(図椎)。そこで、以後の実験にはこれら4種の芳香族化合物
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 を用いることとした。
 第二章では、ゲノムデータベース(KEGG:(繍P:〃www.genome4P/keg9/)、Rhizobase:
 (h廿p:〃www.kazusa.o乳lp/rhizobase/)、MBGD:(httpl〃mbgd.genome、adjp/))を用い、84aρoη1c甜ηUSDA斜0の
 Va酬in、Vanil!ate、4一日ydroxybe砿oate、P醸ocatechuateの代謝経路の予測を行った。その結果、各化合物に対
 応したOxyg鎌aseによる酸化分解経路に関わる遺伝子が見いだされ、Vaniili自、Vanillate、4一目ydroxybenzoateは
 αヨo
 Protoca柏chua重eに代謝された後に、
 β一Ke童oadipate経路によってTCA
 cycleで代謝利用されることが推定さ
 れた。また、3種のOxygenase遺伝
 子はゲノム上でホモログが複数あり、
 代謝遺伝子群と逆向きに転写調節遺
 伝子がセットになった、クラスター構
 造が見いだされた。B.ノaρoη1cαm
 USDA110株で検出されたクラスター
 は芳香化合物分解研究が進んでいる
 、4c加eめわacオerわayly/AOP1株、
 ρseσdo増。ηasae摺9加osaPAO1株、
 沌9肋acfe禰mfα僧θ治。/eησθC58
 株、S加。酌120わノθ増増e1〃α11021株
 のクラスターと比較して、ゲノム上に
 分散して存在している特徴的な構造
 であった(図2)。
 第三章では、B.ノaρoηめα燗
 USDA鋼0のVa繍撫、Vanlliate、
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 で表示した.議た、Van則ln、Van巖ateを添撮した8,ノaρoη∫G甘僧USDA質O紹i胞でのみ発現…秀轟がみられた
 F研rnaidehyd$異化代謝経路は赤い翼線で、Form哀ヒlehyde隅化代謝経鋸は赤い点線で示した。
 4-Hydroxybeazoate、P繊ocatechuateを唯一の炭素源とした培養細胞を胴いて、マクロアレイ法による網羅的な発
 現解析を行った。第二章で予想した代謝経路の遺伝子は、β一Ke生oadlpate経路の上流の遺伝子は各芳香族化合
 物に対応した発現の上昇が見られた。一方、β一Ke童oadipa走e経路の遺伝子は低レベルで構成的に発現していた。
 発現誘導がみられた遺伝子は、複数ある遺伝子クラスターのうち、一つだけであった。このように芳香族化合物により
 β一Ketoadipate経路の上流のみが発現誘導されるパターンは、既知のAわay1VAD隅株、醗ae摺g加osaRAα株、
 Afσ加e伯。ねηceC58株やS.me〃。ガ1021株と異なり、8.ノa脚η'oσmUSD煽10特有の発現パターンであり(図2)、
 一24一
嚢
嚢
嚢
韓
鼕
鼕
嚢
嚢
馨
毒
雑
嚢
織
灘
懸
濃
灘
覆
耀
響
聾
隅
灘
撒
難
雛
癬
欝
漿
難
雛
 
霧
鐵
 饗
藩
“
垂
 発現誘導に必要なエネルギーコストの削減機構とも考えられる。また、Vanillin、Vaniltateを添加した際に共通して、
 Fo㈱aldehyde異化代謝経路の遺伝子の発現上昇がみられた。この経路はVaRil隊e分解よって生じる毒性のあるホ
 ルムアルデヒドを異化代謝経路の発現上昇によって過剰に蓄積するのを防ぐ解毒的な役割がある経路と考察した
 (図2)。他にもProtoca重echua土e3,4-dioxygenase活性に必要な鉄の取り込みに関与する遺伝子の発現上昇、過剰
 なホルムアルデヒドの生成を押さえる機構と考えられた芳香族取り込みチャネルの発現抑制などがみられた。
 第四章ではVanillin、VanHlateによって発現の上昇がみられたVanil賦emonooxygenaseをコードするソa離ブB
 欠失変異株BJlO1と、ホルムアルデヒ異化代謝経路のfQrmaldehydedehydrogenaseをコードする勧Fの欠失
 変異株BJ!06を作出し、増殖と基質資化能を解析した。野生株と比較して、vaη紺8欠失変異株はVa醐a圭e存在下
 における増殖とVa酬ate資化能を失った。したがって、UDSA110株の主要なVa酬ate分解能は》aηA侶が担って
 いた(図3)。勧F欠失変異株BJ106はVanillateを炭素源として増殖した場合、Vanillate分解が見られ、Vani!!ate
 (A)開講齋“}マ=礪繭r(A)A、、,…‡1灘繍m,、}』 驚聯細}lv ・
 F-B湘{Va醐臼{醐}・ 日鼎論te醐IVa醐ate
 とS媛cciηateを炭素源として
 供与した場合に、野生株と比
 較して有意に増殖速度が増
 加した。これはBJlO6におい
 て、ホルムアルデヒドの異化
 経路の代謝が止まり、生成さ
 れたホルムアルデヒドを細胞
 毒性が表れる濃度になる前
 に、同化経路で処理された
 ためと考えた(図4)。
 Vanilla毛e分解は1mMの
 Succinateを同時に添加した
 場合にも野生株で起こるた
 A舷〇二二(m剛
O.Z1.Z
1
 0.葦5
0.8
 0.1一＼O.6
 .♪くα4
 0『05'"一〆/lo.2
0
012243648
 Ti田e(llous}
 (Bli申9」麟嵐(綱柵軒樋鄭・6q}
 編。1一脚1勲嚇e{鯉一驚二 麟(戦襯1ヂte
o.z1.z
 o.籍
 。.8
0.10.6
0.4
00
01zz43648
 丁欄e(hours)
 園3鱈jIO!(v∂鵬8;;Ω)とB∫aρσ'}1側用USDAIlO(WT)のVanl胎te賃化能試験
 BJio1を(A}はD岨培地に炭簸源としてV融ni晦teπm顛のみ添纐、(B}はD耕培埴に炭護濠
 として〉該麟嵌tεImMとS廿oo憐誼telm団を添撫し、30℃で尋8時騎培養した“実験
 は3通で行い,平均嬢を示した。
 し ザ       す ぴ          ぽぴゆ
 策「12
0.20.8
 0.丁5Q.6
0.10.4
 0.〔}50.2
012Z43648
 Tlmo侮ou「5)
 (B)F彌ざ動天面}皿馬丁冊諏1蔽ヂ…l
 l-B」1。塑a猶璽二型惚鯉鐘≦欝te
んゆ
 。1汀㎜}"㎜r
e15
OG5
08
./1:
 一蓋02
oo
 o『22436く8
 丁鴎a(hoursl
 斑4已」!06f此的F.:Ω)とβ揖ρo甜¢目配US[}A110(WT)のVa樹llat愈資化能試験
 BJ旧6を{A}はO矧培地に炭素源としてVa酬1戯唄m胡のみ添繍(B}はP囲培地に嶽
 顯とぽv服1磁屑繭とs廿cc鳳e莞m睦翻し、3配で鱗鵬瓢
 た.実験は3連で行い.平均擁を示した.
 め、この濃度ではVanil蹴e分解系遺伝子のカタボライト抑制は起こらないことが明らかになった。
 以上の結果から、(1)E力po月初盟USDAi10株は芳香族化合物を唯一の炭素源として利用すること、(2)複数存在
 する分解遺伝子ホモログのうち一つだけを発現上昇させて芳香族化合物を分解していること、(3)リグニンモノマーの
 Vanillateの分解によって生じたホルムアルデヒドを速やかに取り除くC1代謝系の存在が明らかとなった。さらに、分
 解代謝に伴う取り込みや排出系の遺伝子発現機構の存在も示唆された。
 一25一
} 論文審査結果の要旨
 根粒菌は宿主植物に根粒を形成し共生窒素固定を行う土壌細菌である。ダイズ根粒菌
 βro⑳rhむ。わ∫襯ノ卿。ηメ6襯!USDAUo株は、低栄養細菌であり土壌環境に適応する何らかの
 仕組みを持っていると想定される。丑ノ卿。ηio襯USDAHO株のゲノムサイズは9.1Mbと
 大きく、多数の分解遺伝子・ABCトランスポーター・呼吸鎖・転写因子の多重遺伝子コピ
 ー が存在するが、それらの機能や意義については不明である。本論文では、土壌に存在す
 る芳香族化合物の分解系を担う分解遺伝子に着潰し、Bノ卿onio腋USDA1王0株ゲノムの複
 雑性と土壌環境における機能の関係を明らかにすることを臼的とした。
 具体的には、B迦ρoη10襯USDA110株が唯一の炭素源として最小培地で増殖可能な
 聡ni蔓lin、Vani重la重e、4駁ydroxybenozoate、P縦oca重echuateの4種の芳香族化合物を対象とし
 て、ゲノムデータベースに基づいた分解経路およびエネルギー獲得経路の推定、網羅的な
 遺伝子発現解析、遺伝子破壊株による機能解析を行った。
 その結果、(i)多重化した分解遺伝子ホモログの一部のみが当該芳香族化合物の分解
 を担っていること、(2)分解の下流に位置する中心代謝系遺伝子は基質で誘導されずに低い
 レベルで恒常的に発現していること、(3)me撫oxy基を有する芳香族化合物の代謝には
 met醸no1酸化系が動員されている可能性を明らかにした。以上の結果は、土壌低栄養細菌
 であるBノ岬。η1c襯は、既知の芳香族分解菌とは異なる分解遺伝子発現ネットワークを保
 有しており、その特性を明らかにしたものとして評価できる。さらに、me施oxy基を有す
 る芳香族化合物va盤iilin、van111ateの分解へのCi代謝の関与については、新規性の高い発
 見であり、本論文でもその重要性が十分議論されている。これらの知見は微生物生態学、
 微生物生理学、ゲノム微生物学の観点からも大変興味深いものである。
 以上の論文内容は、伊藤尚文君が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と
 学識を有することを示している。そこで、審査員一同、伊藤尚文提出の論文は,博士(生
 命科学)の博士論文として合格と認めた。
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